Universidad Nacional Auténoma de México
FACULTAD DE QUIMICA

DETERMINAGION Y GUANTIFIGAGION DE PROTEINAS URINARIAS EN
NINOS GON DIFERENTE PATOLOGIA RENAL, POR  INMUNDDIFUSION
RADIAL SIMPLE.

NLRSIDAD NACIONAL b Mgy
= =
!

2

o

TESIS

que presentan:
GUTIERREZ RODRIGUEZ MARGARITA EUGENIA

JARQUIN ORTEGA CECILIA LUCRECIA
para optar por el Titulo de:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

1977



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



o
cLAS. L0 SIS

ADQ. _ gggka
FECHA -
PROC. ZIZ ;61;?—

AUIMIOA



PRESIDENTE: PROFA, MAGDALENA ACOSTA SEGURA
VOCAL: PROF, SALVADOR MARTIN SOSA
Jurado asignado origi-

SECRETARIO: PROFA., CARMEN REYNA BORDES
nalmente segf(in el tema,
ler, SUPLENTE: PROFA, MA., ESTHER GUTIERREZ HIDALGO

2do, SUPLENTE: PROFA, MA. DOLORES LASTRA AZPILICUETA

Sitio donde se desarrollé el tema: I, M.A.N.

Nombre de los sustentantes: Gutiérrez Rodriguez Margarita Eugenia.
Jarquin Ortega Cecilia Lucrecia.

Nombre del asesor del tema: Prof. Salvador Martin Sosa.

Nombre del supervisor técnico: Dr. Samuel Zaltzman.



A NULSTROS PiLDKLS.

NUSCTRO AGLADECINILN2U 4
Dit. LANUEL ZALDIZNAN.
Qe Fo B. BALVADUL NiLiTIN S,

DE. RbLYiLS SalCHLZ.



INDICE

pég.
CAPITULO I. INtroducCitn seveveeeecceccocescnossones 1
CAPITULO II. Antecedentes sueveeeeececeocoscesncsnnes 3
CAPITULO III. Material y M&todOS vveeeveseccccccosese 30
CAPITULO IV, Historias ClNiCas cveeeeeececccooeasses 37
CAPITULO V. ReSUltadoS sevueeececeocceasacccsncaseas?0
CAPITULO VI, DiSCUSION svveereeceoccceeceonesconasss8Bb
ROSUMBH <06 5105 acs 0 a0 sreis sivie w0 510 8 s 551 510b bi6 w155 oio e 0002
ConclusiOn ¢eeeeececeosssscascocscecccnsassoccanaas 93

Bibliograffa suveeeeeceeceerecencocccoceccnecncaneas 94



CAPITULO 1

INTRODUCCION.



INTRODUCCION

El filtrado glomerular y la orina normal generalmente se encientran libres
de protefnas. La presencia de protefnas en la orina (proteinuria) se conside-
ra como un hecho indicativo de un dafio renal, y la cantidad de protefnas ex-
cretadas por los pacientes con dafios renales es una medida importante de el
curso clfnico de el paciente.

Las observaciones en los pacientes con el sfndrome nefrético sugieren -
una asociacién entre el desorden renal y la "selectividad" de la proteinuria,
Estos hallazgos hacen notar que la selectividad de proteinuria es aparente-
mente de gran utilidad para predecir la r=spuesta de el paciente nefrbtico a
la terapia de esteroides.

El objetivo de este trabajo consiste en determinar si en nifios con sfndro
me nefrético de varios tipos, con diferentes glomerulopatfas, presentan se-
lectividad de proteinuria. Esta selectividad se determina en base a obtener
el &ngulo © de la regresién lineal que resulta de graficar la depuracién renal
relativa de 3 protefnas: albimina, IgG e IgM, con sus pesos moleculares res
pectivos. Asf mismo se relaciona el &ngulo de selectividad de proteinuria ob
tenido de cada paciente con los hallazgos en sus respectivas biopsias rena-

les, asf como su evolucibn y su respuesta a esteroides.
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ANTECEDENTES.

Normalmente cuando existe una funcién renal adecuada, la existencia de
proteinas en orina es muy baja, pero aGn en estas condiciones hay proteinu-
ria, como lo demostr6 el Dr. Soothill (1). En 1951 Rigas y Heller (2) encon--
traron que la cantidad de protefna excretada en 24 h en personas normales —-
era de 39 mg. E. Mc. Garry y A.S. (3) reportaron valores de protefnas excre-
tadas en personas jévenes, de 71 mg en 24 h , En este estado normal la inte-
gridad del aparato glomerular impide que las protefnas sangufneas que pasan
por los glomérulos, se pierdan hacia el filtrado glomerular, pero aan asf una
pequefia cantidad de protefnas se filtran, pero son reabsorbidas por los tabu-
los. Los tGbulos a su vez generalmente excretan una pequefia cantidad de pro
tefnas, las cuales a diferencia de las protefnas que provienen del glomérulo
generalmente parecen provenientes del metabolismo propio de las células tu-
bulares, por eso esas protefnas se encuentran en concentraciones diferentes
a las plasméticas y/o son distintas de éstas, por ejemplo las mucoprotefnas,
las sustancias que provienen de las células tubulares como las lisozimas, -
ciertos péptidos, cadenas ligeras de inmunoglobulinas, etc. (4).

Esta proteinuria normal puede acentuarse durante ciertos estados fisiold
gicos como el ejercicio, la fiebre o la postura (5,6). Asf Leube (7) encontrd
que en 119 soldados cuyas orinas en la mafiana estaban libres de albGmina,
14 mostraron proteinuria después de marchas forzadas; Stewart (8) estudié -
la proteinuria en soldados durante la fatiga; Blake y Larrabee (9) hicieron ob
servaciones en carreras de larga distancia; Collier (10) reporté proteinurias

en atletas, especialmente corredores; Volhard (11) hizo sus descubrimientos



en futbolistas, ciclistas, esquiadores, nadadores, boxeadores, y gimnastas.
Nebdal y Seliger (12) hicieron un estudio electroforético de la proteinuria de
ejercicio para encontrar alguna correspondencia entre las fracciones de protef
nas en suero y orina; Slater (13) hizo reacciones de precipitacién cuantitati-
vas usando suero anti gamma globulinas del suero y las de la orina recolec-
tada después del ejercicio. Mc. Kay y Slater (14) hicieron estudios de inmu-
noelectroforesis para estudiar las protefnas excretadas en el ejercicio normal,
en la postura, y en los pacientes nefréticos, para determinar la naturaleza de
las gamma globulinas.

Previas investigaciones en proteinuria sugieren que existe una relacién -
directa entre el tamafio de moléculas excretadas y la permeabilidad glomeru-
lar (15,16,17), por lo que la proteinuria es el resultado de una permeabilidad
glomerular incrementada; esta permeabilidad de la membrana bajo condiciones
de proteinuria moderada y alta se ha interpretado en términos de distribucidén
de tamario del poro (18,19,20), en donde la disposicién de la permeabilidad
del rifnén a protefnas séricas individuales se basa en la comparacién de sus
"depuraciones" del suero.El término de depuracién renal se utiliza para indi
car la capacidad real de los rifiones para eliminar en orina diversas sustan--
cias del plasma. Si 100 ml de plasma que atraviesa los rifiones contiene 0.1
g de una sustancia v 0.1 g de esta sustancia pasa a la orina cada minuto, -
los 100 ml de plasma quedan desprovistos de la sustancia cada minuto,

La depuracidn para cualquier sustancia se expresa como el volumen del
plasma que contienen la cantidad de la sustancia eliminada en la orina, cu-

ya expresidn aritmética es la siguiente:
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cantidad de orina (ml/min) x conc. en orina
ml de plasma depurado por min = ——- — —_— - -

conc. en plasma

La velocidad de depuraci6én es aproximadamente proporcional al tamafio del -
rifién y al &rea de la superficie del cuerpo del individuo. Por ello, el c&lcu-
lo de la depuracién de una sustancia dada ha de entrafiar una correccién por
las desviaciones de la superficie media del cuerpo adulto; esto se consigue
agregando el factor 1.73/A (1.73 es la superficie corporal media del cuerpo
aceptada en general, A es la superficie del cuerpo del paciente bajo investi
gacién), (21,22),

Los pacientes con cambios de membrana muestran una permeabilidad rela
tiva muy marcada de todas las protefnas m&s grandes, con la aparicién de -
beta lipoprotefna igual que la IgG en la orina, mostrando una depuracién del
50% del valor de siderofilina. En contraste, los pacientes con lesiones mini
mas tienen una filtracién altamente selectiva, s6lo las protefnas de peso mo
lecular cerca de 200,000 se detectan en la orina y la depuracién de gamma -
globulina era el 10% de la depuracién de siderofili ia. Este concepto de per-
meabilidad glomerular sugiere la presencia de "defectos" o "poros" en la —--
membrana glomerular de tales dimensiones que permitan el paso de estas pro
tefnas dentro del filtrado glomerular. M&s atin, de una manera indirecta se -
aplican los estudios de depuracién en animales usando dextranas de diversos
pesos moleculares (23,24), y han demostrado la distribucién de "tamano del
poro" en el glomérulo normal, dentro de un rango de pesos moleculares de -
5,000 a 85,000. En adicién, estos estudios confirman la relaci6én entre la -

depuracién de una molécula y su peso molecular.

El concepto de selectividad de proteinuria ha probado ser muy Gtil en la
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investigacién de sindrome nefrético (18). Blainey y col. (17) introdujeron es-
te concepto de selectividad definiéndolo como la pendiente de la lfnea recta
que resulta de graficar la depuracién renal relativa de protefnas con sus pe-
sos moleculares respectivos, en una gréfica log-log. La declinacién de esta
linea es mayor cuando cantidades relativamente pequefias de protefnas de pe
so molecular alto son excretadas, y se dice que la proteinuria es selectiva;

el declive de la lfnea es plano cuando grandes cantidades de protefnas de -

peso molecular més grande est&n presentes en la orina y la proteinuria no es

selectiva. La gréfica se expresa de la siguiente manera:

Ov/P

P.M.
Ademé&s en cada dato del paciente, las depuraciones se expresan en términos
de 100% = depuracién de transferrina para cada paciente particular.

En el sindrome nefrético el glomérulo parece dejar escapar protefnas pe-
quefias a la orina mas facilmente que las grandes. Hay una relacién general
entre la depuracién de cualquier protefna plasmé&tica en la orina y su peso mo
lecular: la depuracién se hace menor conforme el peso molecular se incremen
ta. La sutileza con la cual esto se lleva a cabo varfa de paciente a pacien-
te; aquellos con proteinuria selectivamente alta excretan muy poca cantidad
de protefnas con peso molecular intermedio en comparacién con la cantidad

de protefnas de peso molecular pequefio; en otros existe una proporcién sig-
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nificativa de protefnas de peso molecular elevado en la orina, y la depura--
cién de protefnas de peso molecular elevado se aproxima a las de peso mole
cular pequefio (17,25). En pacientes con proteinuria elevada (2 g por dfa) -
los patrones de selectividad se correlacionan bien con los diferentes tipos -
microscépicos de glomerulonefritis encontrados en adultos y nifios (17,26,27)
y también con el resultado clinico y respuesta a esteroides (26). Aquellos pa
cientes con dafio renal primario Yy quienes mostraban alto grado de selectivi-
dad de proteinuria, usualmente responden desde el principio a la terapia de
esteroides. Los pacientes con dafio renal crénico muestran un tipo de selec-
tividad bajo. El grado de selectividad de excrecién de protefnas para un pa-
ciente dado permanece constante, aunque el total de excrecién de proiefnas
urinarias estuviera variando diariamente (25).

En los pacientes con sfndrome nefrético se ha visto que existe una selec
tividad de proteinuria. Esta selectividad consiste en la presencia de protef-
nas de peso molecular aproximadamente de 60 a 200,000, En estos pacientes
la albimina se excreta predominantemente, ya que forma un 73 a 867 del to-
tal de protefnas urinarias (4). Ademé&s en los nifios con sfndrome nefrético -
se ha observado que muestran una mayor selectividad que en los adultos., En
los nifios se encuentra una alta selectividad cuando © = 70 a 755 y muestran
baja selectividad cuando © = 60 a 50°(26), por lo que la regresién lineal en
los nifios est4 més vertical que en los adultos, ya que para estos Gltimos su
selectividad es alta cuando © = 60°% baja cuando © = 359 y la selectividad -
se reduce cuando hay proliferacién endotelial, y disminuye ta.mbién con el -

incremento en la severidad del dafo glomerular,



M. Bardare, G.U. Cislaghi y G. Zani (28) al estudiar las protefnas uri-
narias en nifios con diferentes padecimientos renales, encontraron que los -
valores de IgG en orina estaban aumentados en un caso de insuficiencia re-
nal grave terminal, En todos estos pacientes se encontrb una concentracién
elevada de complemento en la orina. Asf mismo muchas veces se encontra--
ron IgA en la orina de pacientes con glomerulonefritis, dato que indica una
mayor permeabilidad del glomérulo para las sustancias de peso molecular al-
to ( mayores de 200,000), ya que la IgA de peso molecular similar al de la -
IgG, estd mé&s expuesta a polimerizarse y ésto le da un peso molecular ma-
yor. Se ha encontrado en muchos nifios con insuficiencia renal crénica una -
pérdida completa de la selectividad en excrecién de protefnas, por lo que se
observan cantidades altas de IgM en orina.

Sherman y Becker (29) encontraron que ciertos pacientes con sfndrome ne
frético excretan alfa 2-macroglobulina en cantidades pequefias, entre 7 y 25
mg%. Se desconoce los factores que provocan la excrecién de este tipo de -
globulinas, Estos pacientes con excrecién de alfa 2-macroglobulina no tuvie
ron una disminucién en la depuracién de creatinina o cualquier otro signo de

disfuncién renal,

METODOS USADOS.
Se han empleado gran variedad de métodos para determinar la selectivi--
dad de proteinuria en pacientes con dafios renales. Asf citamos a los mas im
portantes y que se han usado con més frecuencia:

1) ELECTROFORESIS EN PAPEL.- (18,30,31). Se hacen los andlisis diferencia
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les de las protefnas urinarias y séricas; y as{ Hardwicke y Squire obtuvieron
los valores de depuracién de albGimina y de 4 fracciones de globulinas.

2) ELECTROFORESIS EN ACETATO DE CELULOSA,- (32,33). Por esta téchica
también se cuantifican las protefnas, tifiendo las tiras de acetato de celulo-
sa con Ponceau S, Cada banda se corta y se eluye en amortiguador de barbi-
tal. Las lecturas se hacen en un espectrofotémetro a 520 nm .

3) TECNICA INMUNOQUIMICA DE SOOTHILL, - Joachim y Cameron (23) apli-
caron esta técnica preparando placas de agar al 2% con amortiguador de fos-
fatos y cortaron 6 pozos de 8 mm de di&metro (para el antfgeno), y 6 pozos
de 5 mm de didmetro ( para el anticuerpo). Se obtuvieron sueros 1nmﬁnes co-
merciales de conejo o cabra contra albGmina, transferrina, IgA, IgG, oroso-
mucoide, beta-lipoprotefna y alfa 2-macroglobulina. Esta técnica también la
aplicaron Hardwicke y Soothill (20) los sueros inmunes especificos se prepa-
raron en conejos. As{ también S. Cameron y R. White (26) emplearon este mé
todo para determinar las depuraciones de: orosomucoide, albimina, transfe-
rrina, IgG, IgA, alfa 2-macroglobulina y beta-lipoprotefna. Mac Lean y Rob-
son (34) emplearon esta técnica también para medir la selectividad usando -
sblo 2 protefnas: albimina y alfa 2-macroglobulina o transferrina y‘alfa 2~-ma
croglobulina. Mac Lean y Petrie (35) también han usado este método para me
dir selectividad con 2 protefnas: transferrina e IgG. Sherman y Becker (29) -
han empleado este método para determinar: albimina, alfa 2-macroglobulina,
transferrina e IgG. Cameron (37) ha usado este método para medir la depura-
ciébn de 5 a 7 protefnas plasméticas.

4) INMUNOELECTROFORESIS. - En este método ocurre una migracién de las -
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proteinas y al efectuarse ésta cada proteina reacciona con su respectivo sue
ro inmune especffico, formando bandas de precipitacién. Maiorca y Scarpio-
ni (38) usaron esta técnica empleando sueros inmunes anti: IgG, alfa 2-ma-
croglobulina, beta 2-macroglobulina, fibrinégeno, alfa 1-lipoproteina, alfa
2 y beta lipoprotefna, y transferrina, para probar la .excrecién urinaria de ma
" cromoléculas de protefnas, asf también esta técnica la empleb Pollak (32) -
al igual que R. Barcelo y Pollak en su estudio preliminar de proteinas urina-
rias (39).
5) TECNICA INMUNOQUIMICA DE MANCINI. - Esta técnica es de inmunodi-
fusibn radial simple. Cuando una cantidad desconocida de antfgeno se difun
de radialmente de un pozo en una placa homogénea de agar conteniendo el -
anticuerpo, por un tiempo suficiente, hasta que todo el antfgeno se combina,
el &rea final en la que se encuentra el precipitado es directamente proporcio-
nal a la cantidad de antfgeno empleado e inversamente proporcional a la con-
centracién del anticuerpo (40). Asf Amadeo J. Pesce y Victor E. Pollak (41)
emplearc;n placas comerciales para determinar la selectividad de protefnas -
en orina., Sherman y Becker (29) también han utilizado placas comerciales pa
ra transferrina, IgG y alfa 2-macroglobulina. Cameron y Blandford (36) usa-
ron placas comerciales para determinar transferrina e IgG.
6) RESINAS DE INTERCAMBIO IONICO.- (29,35,41). La resina que mas se ha
empleado es de gel de Sephadex G-200.

De todo este anélisis de métodos se ha visto que la técnica de electrofo-
resis en papel es directamente aplicable sélo a la albtimina y a la gamma glo

bulina, por ejemplo, aquellas fracciones que son sustancialmente homogé — =
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neas; las fracciones alfa y beta globulinas son mezclas de tantas proteinas
con diferentes pesos moleculares, que las depuraciones no pueden tener un
significado real por esta técnica (18,20).

Hardwicke y Soothill en 1961 (20) usaron la técnica inmunoquifmica de -
Soothill para calcular las depuraciones de 6 protefnas. Cada depuracién la
expresaron como % de la depuracién de siderofilina. Ellos encontraron dife-
rencias considerables en selectividad de proteinuria en varios pacientes: é—
quellos con cambios en la membrana muestran una permeabilidad marcada a
todas las protefnas més grandes, y la gamma globulina presenta una depura-
cién del 50% del valor de la depuraci6én de siderofilina. Los pacientes con -
lesiones minimas presentan gran selectividad, con la depuracién de gamma
globulina del 10% en relacibén a la depuracién de siderofilina.

Maiorca y Scarpioni (38) al estudiar la excrecién urinaria de macromolé-
culas en proteinuria, emplearon un método inmunolégico y un método de ultra
centrifugacién. Al comparar estos dos métodos vieron que los resultados dife
rfan, por lo que asumieron que los fragmentos o mondémeros de las macromo-
léculas nativas con frecuencia se encuentran en orina. No hallaron relacién
entre la cantidad y tiempo de proteinuria en las diversas nefropatfas.

Joachim y Cameron (23) usando la técnica inmunoqufmica de Soothill, hi-
cieron 65 determinaciones de selectividad y obtuvieron un &ngulo de gran se-
lectividad para © = 60° agregan que la reproducibilidad del método es bue-
na.

Mac Lean y Petrie (35) emplean el método de filtracién en gel de Sepha-

" dex G-200 para estimar la selectividad de proteinuria, Ellos compararon los
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valores de selectividad por filtracién en gel con los valores de selectividad
por inmunodifusién, y mostraron que estos valores se correlacionan bien en
ambos métodos, excepto en los casos de proteinuria de menos de 1.0 g por
dfa, ya que la técnica de filtracién en gel de Sephadex G-200 no puede ha--
cer distincién entre protefnas de origen sérico y las del tracto urinario, de
ahf que no pueda tener un valor de selectividad para pacientes con proteinu-
rias menores de 1.0 g por dfa.

Cameron y White (26) usaron el método inmunoquimico de Soothill modi-
ficado para determinar la selectividad de proteinuria en nifios con sfindrome
nefrético y obtuvieron valores de: © = 75° como alta selectividad y © = 60°
para baja selectividad.

Cameron y Blandford (36) usaron dos métodos para obtener valores de se-
lectividad: el método de Soothill y el de Heremans. Determinaron sélo las de
puraciones urinarias de dos protefnas: transferrina e IgG. La depuracién de
IgG se expres6 como un % de la depuracién de transferrina. La predicci6én -
como "buena" o "mala" en los paclentes en base a la depuracién de IgG en
relacién a la depuracién de transferrina ests de acuerdo en el 84% de los pa-
cientes en los que se efectuaron ambos métodos. Ademas agregan que el mé-
todo de Soothill presenta varias desventajas como:

1) Se requiere de tiempo para preparar las diluciones de orina, plasmay an-
ticuerpo, y ésto puede ser impreciso en el analisis de rutina,

2) El resultado se obtiene hasta el dia siguiente,

3) Si se usan sueros inmunes comerciales, atin la determinaci6n de las depu-

raciones de dos protefnas es relativamente cara,
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4) La experiencia es esencial en la lectura de las placas, y se cometen gran
des errores a menos que la técnica se aplique con regularidad.

Los mismos autores consideran que el método de inmunoplacas elimina -
todas estas desventajas y han demostrado que da resultados comparables, —-
La rlaca est8 lista al momento, no es necesaria una dilucién de orina o plas
ma, su llenado lleva pocos minutos, y las lecturas requieren poca experien-
cia. Ademés, sus resultados son comparables con los obtenidos por los mé-
todos m&s laboriosos, en donde se determinan depuraciones de 6 protefnas -
diferentes,

Barcelo y Pollak (39) siguieron los métodos de inmunodifusién e inmuno-
electroforesis de 7 protefnas diferentes, para determinar selectividad de pro-
teinuria. E1 método de doble difusién en gel se hizo segtn Soothill, y las de
puraciones se midieron como un % de la depuracién de albimina, empleando
sueros inmunes comerciales. Ellos no encontraron correlacién entre los cam-
bios histolégicos y la excrecién de protefnas. Tampoco encontraron un pa--
trén especifico de protefnas urinarias. Protefnas de peso molecular alto se
encontraron raramente en orina, a@n cuando la memebrana basal glomerular
estaba engrosada, Con frecuencia se observaron protefnas de peso molecular
bajo, pero su depuracién fué variable. Estos resultados sugieren que la de-
puracién de protefnas no es de valor para el diagnéstico y tampoco sirve de
herramienta para el pronéstico del desorden renal. Tampoco sostienen el pun
to de vista de que la filtracién glomerular sea el Gnico factor responsable -
del patrén final de protefnas urinarias, sino que debe tomarse en cuenta tam-

bién la reabsorcién tubular como un factor importante.
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Mac Lean y Robson (34) emplearon el método de inmunodifusién doble de
Soothill modificado. Determinaron la selectividad usando s6lo dos proteinas
la albtimina y la alfa 2-macroglobulina, o transferrina y alfa 2-macroglobuli-
na. Con estos dos pares obtuvieron valores de selectividad comparables a -
aquellos que se obtenfan cuando se calculaban las selectividades en base a
5 protefnas, cuando usaban albGmina y gamma globulina o transferrina y ga-
mma globulina se tenfa un coeficiente de variacién més alto ( 9.2%), pero la
discrepancia es aceptable para prop6sitos de rutina.

Pollak y col. (32) aplicaron 3 métodos para medir las protefnas séricas -
en sueros concentrados y sin concentrar., En el método de electroforesis con
acetato de celulosa, los cambios de protefnas en el suero concentrado y en -
el original son pequefios, excepto para la IgG que mostré una pérdida signifi
cativa. Por el método de inmunoelectroforesis con suero inmune humano com-
pleto comercial, se observaron pocos cambios en el suero concentrado y en
el original. Por inmunodifusién radial simple de Mancini casi no hubo cam—--
bios en estas 2 muestras.

Amadeo Pesce y Victor E. Pollak (41) hicieron una evaluacién de dos téc-
nicas para determinar la selectividad de proteinuria: un método inmunoquimi-
co (inmunodifusién radial) y filtracién en gel con Sephadex G-200. En Sepha-
dex se obtienen sb6lo las depuraciones de albGmina e IgG, ya que en los tu--
bos intermedios de elucibn entre estas dos protefnas hay mezclas de ambas.
Por inmunodifusién radial se obtuvieron las depuraciones de: albGimina, ceru-
loplasmina, alfa 2-macroglobulina, alfa 1-lipoprotefna y beta lipoprotefna,

Cada depuracién la expresaron como un % de la depuracién de albimina, Al -
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comparar los valores de las relaciones O/S de cada protefna por estos dos -
métodos, se vié que no habfa relacién entre estos dos valores.

Cameron (37) emple6 el método de Soothill modificado para determinar se-
lectividad de proteinuria, midiendo las depuraciones urinarias de 5 a 7 prote-
Inas plasméticas. Cada depuracibén la expresa como un % de la depuracién -
de transferrina., Obtuvo una buena correlaciébn entre la selectividad que en-
contrd y la respuesta al tratamiento de cada paciente; ningan paciente con --
una proteinuria no selectiva respondi6é bien al tratamiento,

Sherman y Becker (29) estimaron la selectividad por dos métodos: una téc
nica de difusién simple basada en el procedimiento de Mancini, y una técni-
ca de doble difusién. En la técnica de doble difusién se usaron los sueros in
munes frente a 6 protefnas, y se obtuvieron las relaciones de O/P para cada
protefna. La técnica de difusién simple fué modificada para incluir tres prote
inas en vez de dos. Se usaron inmunoplacas comerciales y cada valor de de-
puracién se expresdé como un % de la depuracién de transferrina. En 6 pacien-
tes que excretaban alfa 2-macroglobulina en la orina, la selectividad deter-
minada por el método de difusién simple con tres protefnas fué significativa-
mente menor (38.7 + 3.8) que la selectividad obtenida cuando se cuantifica-
ron dos protefnas (60.2 + 8.4). No se not6 diferencia significativa entre la
selectividad por doble difusién (58.9 + 8.6) y la difusién simple usando tres
protefnas (61.4 + 4.1). Tampoco hubo gran diferencia entre la doble difusién
(58.9 + 8.6) y la difusién simple usando dos protefnas (65.3 + 10,0).

La diferencia de selectividad entre los métodos de difusién simple puede

deberse a la presencia de alfa 2-macroglobulina.
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TRATAMIENTO DE MUESTRAS.

De la misma manera como existe una variedad de métodos para determinar
selectividad de proteinuria, asf mismo, se han empleado varias técnicas pa-
ra tratar las muestras de orina y suero, al cuantificar protefnas individuales
en éstos, Entre las principales técnicas estén las siguientes:

a) PRECIPITACION DE LAS PROTEINAS CON ACIDO TRICLOROACETICO.- (18,
39).

b) DIALISIS DE LA ORINA EN AGUA DESTILADA y luego CONCENTRACION de -
la misma con POLIVINILPIRROLIDONA (PVP) hasta tener una concentracién de
protefnas totales de 5% (33,38).

c) DILUCION DE LAS MUESTRAS DE ORINA Y SUERO CON NaCl 0.15 N, para
seguir la técnica de Soothill (23,26,34,36,37).

d) DIALISIS DE LAS MUESTRAS DE ORINA toda la noche con agua corriente, -
concentraciétn por DIALISIS CON POLIETILENGLICOL, y centrifugacién para -
sequir la técnica de filtracién en gel de Sephadex G-200 (35).

e) PERVAPORACION. - Se coloca la muestra en una bolsa de diélisis y se cuel
ga en una corriente de aire, producida por un ventilador eléctrico, En 5 a 7 -
dfas el volumen de 100 ml disminuye a 5 ml (33).

f) ULTRAFILTRACION MAS LIOFILIZACION.- La muestra dilufda se filtra en —-
membranas de colodién y se concentrade 100 ml a 50 10 ml en 6 a8h, Es-
te material se recupera y se lava la membrana con agua destilada, y se vuel-
ve a filtrar, Se liofiliza, y este material liofilizado se pesa y se disuelve en
agua destilada para tener una concentracién de 6-7 g% de protefna (33).

g) CONCENTRACION DE LA MUESTRA EN MEMBRANAS DIAFLO UM-1,.- La --
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muestra se diluye en solucién salina y luego se concentra a temperatura am--
biente, a un volumen de 2 a 8 ml con una célula de ultrafiltracién Amicon mo-
delo 5 U, y membranas de ultrafiltracién Diaflo UM-1 (geles hidricos del com-
plejo de interacci6én de polianiones y policationes). (29,34,41).

En todos estos métodos, se ha visto que ninguno es tan satisfactorio para
poder recuperar el 100% de protefnas totales, y principalmente para evitar que
se degraden algunas protefnas. Asf tenemos que cuando se hace la concentra-
cién con PVP se obtiene una recuperacién de protefnas totales de 97.4% + 26,
4%, pero se perdfa un gran porcentaje de albGimina y daba una sobreestimacién
de la alfa 1-globulina. Con el méfodo de pervaporacién se recupera el 60.0%
+22,0% de las protefnas totales y por lo tanto las cantidades de albGmina, -
alfa 2, beta y gamma globulinas estan disminufdas. Por el método de ultrafil-
tracién mé&s liofilizacién se recupera el 57.6% +19.61% de protefnas totales,
Y aunque es un método en el cual se obtienen cambios minimos Yy mejor repro-
ducibles, no es el conveniente para cuantificar protefnas individuales (33). -
Ademé&s se ha visto que varias protefnas de pesos moleculares altos como: be
ta-lipoprotefna, IgM, alfa 2-macroglobulina y alfa 1-lipoprotefna se pierden
cuantitativamente como resultado de la concentracién de las muestras (33).
Los datos mencionados fueron reportados por Miyasato y Pollak, pero estos -
autores no dan explicaciédn sobre la pobre recuperacién encontrada para el mé
todo de pervaporacién y para el de ultrafiltracién y liofilizacién.

Con el método de concentracién en las membranas Diaflo UM-1 se recu-
pera el 94.8% + 20.3% de las protefnas totales y se ha observado que casi -

no hay pérdida o desnaturalizacién de las protefnas individuales (32).



-‘gg=

Por otro lado, cuando se emplean las inmunoplacas comerciales la mues-
tra de orina s6lo se centrifuga y se aplica directamente a las inmunoplacas,

obteniéndose resultados. satisfactorios (11,17,32).

METODO,
INMUNODIFUSION RADIAL SIMPLE.

Recientemente, las reacciones de precipitacién en que los antfigenos y -
anticuerpos se difunden a través y reaccionan en matrices semisélidas (por
ejemplo, gel de agar) han llegado a ser herramientas esenciales en el an&li-
sis bioquimico.

La difusién se debe a la agitacién que existe entre las moléculas, &tomos
y iones; asf si se coloca una molécula en el centro de una caja con gel de -
agar, en un tiempo infinito la molécula se difundir& en cualquier direcci6én po
sible, siendo al azar tanto una direccién como otra; si se tienen dos molécu-
las, aumenta la posibilidad de tomar varias direcciones (42). Experimental--
mente se ha encontrado que la velocidad de difusién es proporcional a la dife
rencia de concentracién de un lado y otro del limite de separacién, o mejor -
todavia, al gradiente de concentracién dc/dx, donde c es la concentracién -
de macromoléculas, en gramos por centfmetro ctibico de disolucién. La velo-
cidad de difusién se ha encontrado, adem&s, que es proporcional al &rea que
hay que atravesar, A. Si la velocidad de difusi6én se establece como dw/dt, -
0 sea namero de gramos de sustancia que pasa el 1fmite por unidad de tiempo,

se obtiene la ley de difusién de Fick,
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La constante de proporcionalidad D se llama coeficiente de difusién y se afia
de un signo menos para que D pueda ser una cantidad positiva. El coeficien-
te de difusi6én representa la cantidad de soluto que difunde de un lado a otro
por centfmetro cuadrado de seccién, bajo un gradiente de concentracién de -
1 g/ {cc)(cm). Por tanto, el coeficiente de difusién es una magnitud caracte-
ristica para cada disolvente y a cada temperatura de la tendencia de difusién
del soluto. (43).

La técnica de inmunodifusién en gel, est& basada en el hecho de que la
difusién de las sustancias que reaccionan crea un gradiente de concentracién
en el gel, Como resultado, los cocientes de concentracién de antigeno-anti-
cuerpo adecuados para la inmunoprecipitacién ocurren en zonas muy estrechas
en donde se pueden ver los precipitados como lineas opacas en los geles —--
transparentes, Se mezcla una concentracién relativamente baja del anticuer-
po monovalente con el agar. Una cantidad conocida de antfgeno se aplica en
un orificio del gel. Tan pronto como el antfgeno comienza a difundir a través
del agar, se diluye lo suficiente para formar un halo de precipitacién con el
anticuerpo; pero a medida que continGa difundiendo y su concentracién aumen
ta, el precipitado inicial se redisuelve con el exceso de antfgeno. De tal ma
nera que el frente de precipitacién avanza siguiendo al frente de difusién del
antigeno, pero ligeramente atrds, y crea la imagen de un precipitado que mi-
gra lentamente. Durante la inmunodifusién en geles que contienen un anti---
cuerpo especifico, el antfgeno correspondiente en presencia de otros antige-
nos da lugar sélo a un precipitado cuya distancia de migracién, a un tiempo

dado, es proporcional al logaritmo de la concentracién del antfgeno (44).
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La difusién no es completamente libre, ya que varfa inversamente con la
viscosidad del medio, lo que es tomado en cuenta cuando las soluciones son
concentradas. Las reacciones de difusién en gel son dependientes del alto -
grado de contenido en agua, habitualmente 99% del soporte gelatinoso; esto
permite la migraci6én de los antigenos o de los anticuerpos a través del gel -
por difusién casi independiente del medio de soporte, con la condicién de —-
que los componentes que reaccionen tengan un didmetro menor que el ancho -
de la microestructura micelar de los geles. Asf, las moléculas de peso mole-
cular por debajo de 200,000 pueden pasar con relativa facilidad a través de -
las micelas; pero las de mayor tamafio, como las de fibrinbgeno, alfa 2-lipo-
protefna, alfa 2-macroglobulina e IgM son retardadas por la fricci6én entre la
superficie de las moléculas proteicas y los canales de las micelas (44).

En la difusién radial simple, uno de los componentes en el sistema anti-
geno-anticuerpo, (generalmente el anticuerpo), se incorpora a la placa del -
gel de agar en una superficie plana, mientras que el otro componente se apli
ca en un orificio en el gel y se permite su difusién radial. Los anillos de pre
cipitacién se formar&n y migrar&n concéntricamente alrededor de los orificios,
después de un tiempo la migracién cesa, debido al hecho de que la cantidad
de antfgeno aplicada en los orificios ya reaccioné con el anticuerpo conteni-
do en la matriz (44).

Después de cierto tiempo, a una temperatura constante, las &reas cubier
tas por el inmunoprecipitado son examinadas, ya sea directamente o después
de 1a tincién especffica para protefnas. Existe una relacién lineal entre 1a -

concentracién del antfgeno y el &rea o didmetro del inmunoprecipitado termi-
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nal, siempre y cuando la difusién proceda hasta que todo el antfgeno se ha-
ya combinado. La relacién lineal fué encontrada en una amplia gama de con-
centraciones del antigeno. Se prueban simultdneamente una serie de dilucio-
nes de la solucién est&ndar de antigeno que es el marco de referencia en la
placa de la prueba (44). En el &rea final del precipitado la temperatura no in
fluye, ya que una vez llegado al equilibrio entre antigeno y anticuerpo no ha
bré més difusién (40).

Aunque se sabe que la temperatura influye en la velocidad de asociacién
entre dos componentes antfigeno-anticuerpo, es tal vez més ventajoso llevar
a cabo la inmunodifusién entre 20 y 40°para acelerarla, pero debe existir un
control estricto a estas temperaturas, ya que cambios moderados en la tempe
ratura durante la inmunodifusién pueden dar lugar a falsos precipitados. De -
cualquier manera no todas las reacciones ant{geno-anticuerpo son estimula-
das por una elevada temperatura (44).

Preparacién de las cajas de agar.- El suero inmune dilufido se mezcla --
con una solucién de agar al 3% (P/V) disuelta en amortiguador de barbital, y
que contiene como agente bacteriostatico merthiolate al 0.01% (P/V). La mez
cla de agar-suero inmune se vacia en cajas de Petri precalentadas y que se
encuentran en posicién horizontal, para formar una capa de 1.0 mm . Las ca
jas son cubiertas; después de que el agar se endurece se perforan los orifi-
cios de 1.0 mm de di&metro. En los orificios se colocan ( con pipetas cali-
bradas o jeringa Hamilton) volimenes conocidos de una solucién est&ndar --
del antfgeno en NaCl al 0.9% (P/V) (por ejemplo: de 0.2 a 0.5 Mg de alblmi-

na/ml) y de la solucién de concentracién desconocida del antf{geno. Después



=23 =

de varios dfas de inmunodifusién, cuando los precipitados han dejado de mi-
grar, se mide el didmetro o el &rea de los circulos cubiertos por la inmunopre
cipitacibébn; cada uno de éstos es directamente proporcional a la cantidad de
antfigeno, La curva esténdar se grafica, en donde se relaciona el &rea o el -
diédmetro a la cantidad del antigeno empleado. Las &reas o los didmetros son
medidos directamente por medio de un equipo apropiado de amplificacién. Si
se desea las &reas de inmunoprecipitado pueden ser tefiidas (44).

Tinci6n, - Para facilitar la interpretacién de los resultados, los inmuno-
precipitados pueden ser revelados por medio de tinciones. Antes de la tin---
cibn, las protefnas que no reaccionaron deben ser elufdas mediante el lava-
do de las placas con solucién de cloruro de sodio al 0.9%.

El método de Mancini es muy sensible, y su principal ventaja consiste -
en la cuantificacién precisa del antfgeno, pues permite reconocer concentra-
clones tan bajas como 0,00125 Yo de Ag/yl de suero, ademé&s de que el resul
tado final es independiente de las influencias fisicoquimicas como es la tem-
peratura (40).

El tiempo necesario para que el precipitado llegue a ser estacionario y -
obtener un &rea suficiente, cubierta por el inmunoprecipitado, depende del -
antigeno en cuestién. El tiempo requerido es de solamente unas cuantas ho--
ras para componentes de bajo peso molecular, pero de varios dfas para los de

alto peso molecular (44).

PADECIMIENTOS RENALES,
El sindrome nefr6tico es una entidad que como su nombre lo dice, no es

mas que un sfndrome que tiene una etiologfa variable y segfin ello puede cla-
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sificarse en: primaria, cuando la causa no se conoce y en secundaria cuando
puede ser de origen renal o extrarrenal con alteraciones renales secundarias.

El sindrome nefrético es una coleccién de signos y sintomas; es una en-
tidad clinica debida a maltiples causas, fntimamente asociada a muchas en-
fermedades y directamente debida a un aumento de la permeabilidad de la pa-
red del capilar glomerular, presentando una proteinuria masiva., La asocia---
ci6bn de proteinuria, edema, hipoproteinemia, lipidemia y lipiduria nos da el
diagnéstico clinico, que a menudo se realiza con certeza en ausencia de al-
guno de éstos,

Las diferentes causas del sindrome nefrético varfan con la edad, asf tene
mos que el llamado sindrome nefrético lipoidico es la causa mé&s frecuente de
sindrome nefrético en pre-escolares (2 a 5 afios), en cambio en adultos es la
amiloidosis y la glomeruloesclerosis diabética.

El diagnéstico preciso de la causa de un sindrome nefrético se hace a —-
través de la histologfa renal, de esta manera la biopsia renal percuténea ha
ayudado a realizar un diagnéstico de certeza la mayor parte de las veces, y
ademés ha servido para establecer una correlacién patolédgica de la historia
natural de la enfermedad de acuerdo con su etiologfa variable. Asf mismo la
imagen histolégica interpretada con las diferentes técnicas de tincién y la --
descripcién por inmunofluorescencia de los depbésitos de diferentes protefnas,
ha ayudado a establecer una terapia, o bien, la respuesta a ésta. As{ vemos
que ciertas nefropatfas como la de lupus eritematoso diseminado y el sfndro-
me nefrético lipofdico, mejoran con la administracién de esteroides, mien--

tras que en otros padecimientos como la glomerulonefritis membrano-prolife-



-5 .

rativa y la glomerulonefritis membranosa no tienen terapia alguna (45, 46,47).
Los padecimientos renales analizados a continuacién fueron los presenta-
dos por los pacientes inclufdos en nuestro estudio: )
1.- SINDROME NEFROTICO LIPOIDICO: Es la causa principal en los pre-es--
colares, su etiologfa atn es desconocida, por lo que se le considera sindro-
me nefrético primario. En la gran mayorfa no hay el antecedente de infeccibén
previa, ni antecedente obvio en la aparicién repentina del cuadro clinico del
sindrome nefrético antes descrito, sin la manifestacién de hipertensién ni he
maturia, o ésta puede ser muy ligera y con pruebas de funcionamiento renal -
normales., Su imagen histolégica no es evolutiva y no esté en relacién con la
gravedad del proceso, aunque su pronbéstico en la mayorfa es muy bueno. Se
observan los glomérulos completamente normales, aunque algunos pueden pre
sentar cambios proliferativos locales minimos, con o sin engrosamiento de -
la membrana basal. Su evolucién por lo general es transitoria con buena res-
puesta a los esteroides, sin embargo en algunos casos puede presentarse co
mo recurrente o cfclica alternada con episodios clfnicos de remisién comple-
ta. Ellos constituyen las formas esteroides-resistentes, que obligan al cam-
bio de tratamiento (45,47).
2.- GLOMERULONEFRITIS MEMBRANO-PROLIFERATIVA: Constituye el 20% de
todas las glomerulonefritis no especfficas en los nifios, y el 90% de los ca-
sos se presentaron en nifios de m&s de 8 afos. Las nifias son mas frecuente-
mente afectadas. Esta entidad también puede observarse en otras entidades -
etiolégicas, especialmente en enfermedades sistémicas. Pruebas de inmuno-

fluorescencia indican dep6sitos de inmunoglobulinas y de complemento en -~
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las paredes de los capilares glomerulares; el nombre de glomerulonefritis per
sistentemente hipocomplementémica se debe a que presenta cifras bajas de -
complemento,

Las lesiones histolégicas se han clasificado en dos tipos:
a) Glomerulonefritis membrano-proliferativa con dep6sitos subendoteliales -
y/0 hendiduras de las paredes capilares.
b) Glomerulonefritis membrano-proliferativa con dep6sitos densos en la mem-
brana basal.

Se pueden observar tres patrones diferentes:
1.- Glomerulonefritis membrano-proliferativa pura.
2.~ Glomerulonefritis membrano-proliferativa con patrén globular,
3.~ Glomerulonefritis membrano—proliferafiva con depdsitos de medias lunas.

Clinicamente se presenta como un sindrome nefré6tico que raramente es —-
completo en sus sintomas y signos, ya que solamente puede ser quimico-per
sistente, tardfo, persistente y transitorio e intermitente. También éste puede
faltar. Se acompafia de un sindrome nefré6tico manifestado por hematuria que
a menudo es importante en el inicio del padecimiento, la cual posteriormen-
te va disminuyendo en el segundo afio, pero siempre es constante, aunque -
en forma excepcional puede persistir como macroscépica, y por ello se ha to
mado como una probable estimacidén para el tiempo de evolucién de la enfer-
medad. También se presenta hipertensién y retensi6tn de elementos azoados,
como manifestacién del sindrome nefrético.

A continuacibén se describe la correlacién clinica e histolégica:

a) La presencia y persistencia del sfndrome nefr6tico, asi como la insuficien
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cia renal temprana son indicativas del mal pron6stico, mientras que la presen
cia de hematuria y la existencia de remisiones durante el curso de la enferme
dad no son de valor pronbstico.

b) Es un padecimiento progresivo que varfa de 18 meses a 18 afios con un pro
medio de 5.5 afios, y que invariablemente lleva a la insuficiencia renal cr6-
nica. AGn su etiologfa no es precisa, pero la presencia de este padecimiento
en rifiones trasplantados, sugiere una enfermedad probablemente del sistema
inmunolégico. En la actualidad no se encuentra con tratamiento efectivo (4§ .
3.- GLOMERULONEFRITIS FOCAL: Forma el 7.4% de todas las glomerulonefri-
tis crébnicas. Tiene dos caracteristicas esenciales:

a) De los glomérulos afectados, la lesi6bn ocupa menos de la mitad del glomé
rulo, lo que le da la caracteristica de segmentaria.

b) No todos los glomérulos estan afectados, sino que algunos pueden estar
intactos (pero debe recordarse que la seccién del corte histolégico puede --
ser falsamente una imagen de todo el glomérulo afectado, o bien todos los -
glomérulos de la muestra). La proporcién de glomérulos afectados varfa de -
2/3 a 1/3, y de ella se deriva el nombre de focal. Las lesiones histolbégicas
consisten esencialmente en aumento localizado de material fibrilar mesan--
gial, frecuentemente no acompafnado de proliferacién celular mesangial o en-
dotelial. Estos cambios proliferativos ocurren en la periferia de los gloméru-
los, pero también puede observarse adyacente a los capilares, un engrosa—- -
miento localizado en la membrana basal y adhesiones o fibrosis entre los ca
pilares y la cépsula de Bowman. El proceso esclerbtico se extiende a través

del glomérulo individual, siendo la destruccién variable, pero un hecho im-
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portante es la presencia simultanea de glomérulos afectados, También puede
haber material hialino subendotelial. En algunos casos puede haber marcada
atrofia tubular con infiltracién de células inflamatorias crénicas en el tejido
intersticial.

En un estudio de 22 nifios, mostr6 una predominancia el sexo femenino, -
cuya edad de presentaci6n vari6 de un mes a 14.5 afios con un promedio de -
5.5 afios, Los signos clinicos y de laboratorio encontrados fueron: sindrome
nefrético, proteinuria asintomética, sindrome nefrético y nefritico, presencia
o ausencia de hematuria, hipertensién inicial o subsecuente con niveles sé-
ricos de complemento anormales (excepto 3 nifios). La correlacién clinica pa
tolégica sugiere que a mayor dafio renal mé&s pobre selectividad de proteinu-
ria y mayor insuficiencia renal. Ain no existe un tratamiento especifico, y -
se utilizan esteroides, ciclofosfamida, azothioprina y combinaciones, sin lo
grar una respuesta al tratamiento, por lo que generalmente evoluciona en 2 -
meses a 10 afios hacia insuficiencia renal crénica, presenténdose las remi-
siones exponténeas en forma excepcional (48).

4,- GLOMERULONEFRITIS CON PROLIFERACION ENDOCAPILAR ( O INTRACA-
PILAR): Constituye el 4.8% de todos los casos de sindrome nefrético en ni--
fios y adultos. Se puede observar en la evolucién de una glomerulonefritis -
aguda, en donde ha persistido la proliferaci6én intracapilar inicial. También
se ha visto en casos de glomerulonefritis crénica sin evidencia previa de es
tado agudo inicial. La proliferacién crénica endocapilar tarde o temprano se
complica con depbésitos hialinos en las regiones axiales y periféricas del --

glomérulo, y este estadfo intermedio puede encontrarse en las formas lobu-
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lar y membrano-proliferativa. Estas formas generalmente se asocian a un --
cuadro clinico de proteinuria simple con hematuria microscé4pica. A veces se
presenta sindrome nefrético, el cual es resistente a esteroides. Su evolu---

ciébn no progresa r&pidamente hacia insuficiencia renal crénica (46).
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CAPITULO III,

MATERIAL Y METODOS.
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METODOLOGIA,
RECOLECCION DE MUESTRAS:

Se recolectaron muestras de nifios con padecimientos renales del tipo de
glomerulonefritis y sindrome nefrético que presentaron proteinuria y a los —-
que se les habfa practicado una biopsia renal para proporcionar un diagnbésti
co histolégico.

La orina de cada paciente se recolectd en 24 horas, se tom6 una alicuo-
ta, se centrifugd y se guardd en congelacién hasta el momento en que se ——
cuantificaron protefnas. Se obtuvieron también muestras de sangre sin hepa-
rinizar, y se dejaron coagular, se centrifugaron a 2,5000 rpm aproximadamen
te durante 10 minutos; se separd el suero de cada muestra y se guardaron en
el congelador a -20°C.

METODOS EMPLEADOS:
A) DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS TOTALES EN ORINA:I

Para esta determinacién se empleb el método del &cido sulfosalicflico al
3%. La curva esténdar se preparb con Monitrol, que es un suero comercial -
que contiene 7 g% de protefnas total2s. Se hicieron diluciones del suero, -
para tener un rango de concentracién que va de 7 a 100 mg% de protefnas to-
tales,

Las diluciones del Monitrol y las muestras de orina se trataron de la mis
ma manera:

1.- Colocar en tubos de ensaye de 16 x 150, 1.0 ml del problema (o de la -

dilucién respectiva del estandar).

2.- Adicionar a cada tubo 4.0 ml de &cido sulfosalicflico al 3% .
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3.- Agitar los tubos perfectamente.
4.- Leer los tubos después de 5 minutos y antes de 10 min., en el espectro
fotémetro a una longitud de onda de 520 nm, para medir turbidez en % de --
Transmitancia. Cada tubo se lee contra su blanco respectivo, que se prepa-
ra mezclando 1.0 ml de la muestra y 4.0 ml de agua destilada.
B) DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS INDIVIDUALES EN ORINA Y
SUERO:

Se empled el método de inmunodifusién radial simple para cuantificar 3
protefnas: albGmina, IgG, e IgM, en orina y suero.

Se utilizaron inmunoplacas comerciales para determinar las protefnas in-
dividuales cuantitativamente.

Para determinar las protefnas en suero, se emplaron las placas Tri-Parti

gen de Behring, cuyos rangos de sensibilidad son:

Placa: Rango de sensibilidad:
Tri-Partigen IgG 20 a 200 mg%
Tri-Partigen IgM 40 a 450 mg%

M-Partigen albGimina 50 a 600 mg%

Para determinar las protefnas en orina, se emplearon las placas LC-Parti

gen que tienen un rango menor de sensibilidad, que son:

Placa: Rango de sensibilidad:
LC-Partigen IgG 1 al0 mg%
LC-Partigen IgM 1 allmg%
LC-Partigen albtmina 4 a 60 mg%

Para la determinacién de albimina y de IgG en suero, se llevaron a cabo
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diluciones de las muestras en sol. salina isotbnica, 1:10. Para cuantificar
IgM en suero, albimina, IgG e IgM en orina no se hizo ninguna dilucién ni
se hizo concentracién de las muestras. Para la determinaci6én de albGmina e
IgG en las muestras de orina que presentaban mé&s de 1.0 g% de protefnas to
tales se hicieron las diluciones correspondientes para caer en el rango de --
sensibilidad de la placa.

Se hizo una curva esté&ndar para cada placa, empleando Suero Humano -
Est&ndar Estabilizado ( SHEE), lote # 975, en tres diferentes diluciones en -
solucién salina isotbnica. Cada dilucién se colocbd en un pozo, empleando -
5 ul en las placas para suero y 20 ul en las placas de baja concentracién; -
en los pozos restantes se colocaron las muestras de los pacientes. Una vez
llenados todos los pozos, se dejaron difundir las muestras a temperatura am
biente sobre una superficie plana hasta que no hubo variacién en las lectu--
ras en un perfodo de 24 h . Al finalizar el tiempo de difusién, se midieron -
los didmetros de los anillos de precipitacién, empleando una lente calibra-
da en mm, sobre una fuente luminosa, para que se pudieran observar perfec-
tamente los limites de cada halo de precipitado.

Las placas de LC-Partigen para IgM e IgG se intensificaron los precipi-
tados mediante &cido ténico, ya que el halo de precipitacién era débil. Las
placas se lavaron con solucién salina isoténica durante 3 dfas, para elimi-
nar las protefnas no precipitadas, cambiando 2 veces al dfa la solucién sa-
lina de lavado; después se eliminé el exceso de agua y se cubrié la placa -
con &cido tanico al 4% por 30 min, y se dejé en agua destilada por 1 h, asf

el precipitado se intensificé y pudo observarse claramente.
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Se graficaron en papel milimétrico las concentraciones (expresadas en
mg%) de las diluciones del SHEE, contra los di&metros al cuadrado de los ha
los de los anillos de precipitacién. Y en esta grafica se interpolaron los di&
metros al cuadrado de los anillos de precipitacién de las muestras, para ob-
tener sus concentraciones respectivas.

C) DETERMINACION DEL ANGULO DE SELECTIVIDAD DE PROTEINURIA (© ).

Para determinar este &ngulo, se hace la gré&fica de: depuracién de cada -
protefna contra su peso molecular en una escala log-log.

Se calcularon las depuraciones de albimina, IgG e IgM. Por medio de mi
nimos cuadrados se determind la pendiente (que es igual a la tangente del -
angulo ©), cuya férmula es (49):

N (fxy) - (2x) (sy)
N(x?) - €x)2
El eje X corresponde al log del peso molecular de cada protefna.
El eje Y corresponde al log de la depuraci6én de cada protefna.
N es el nGmero de proteinas cuantificadas.
Asi cuando cuantificamos 2 protefnas, albimina e IgG, el valor de N es

2, entonces tenemos:

X X2
log 68,000 4.83 23.35
log 160,000 5.20 27.08
log 900,000 5.95 35.45

Por lo tanto:

N (£x2) - (#x)% = 2(50.43) - 100.73 = 0.138
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Cuando cuantificamos 3 protefnas, albGmina, IgG e IgM, N vale 3, por
lo tanto:

N(ex?) - Ex)2 = 3(85.88) - 255.70 = 1,959
D) METODO ESTADISTICO:

Se emplearon técnicas estadfisticas para averiguar si podfa observarse -
alguna correlacién entre &ngulos de selectividad © y datos clfnicos (nGimero
de recalfdas) o datos de laboratorio (depuracién de creatinina y proteinuria -
de 24 h),

Se determiné el grado en que las variables se encuentran relacionadas.
La medida de correlaci6én debe ser independiente de la eleccién del origen -
para las variables y debe ser independiente también de la escala de medidas
empleadas para X,Y. A esta medida se le llama Coeficiente de Relaci6n (r),

y se define por la férmula, (50):

(n-1) (sty)

El niimero de muestras con las que se hizo el anélisis fué de n = 7 (para
el grupo de pacientes con glomerulonefritis de diversos tipos) y de n =11 -
(para el grupo de pacientes con sfndrome nefrético lipofdico), por lo que el
Coeficiente de Relacién debe tener un valor de: r > 0.632 (para n = 11) o de
r >0.811 ( para n =7), tomando en cuenta que se tiene 10 y 6 grados de li-
bertad respectivamente, para obtener un valor de p £ 0,05 .

La regresién lineal es til para hacer estimaciones acerca de qué varia-
bles conviene para resolver problemas de prediccién. La lfnea recta se ajus

ta por el método de m{nimos cuadrados. As{ tenemos que la ecuacién de la -
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recta es (50):
v'=a+b(x-%

en donde:

Para determinar si la diferencia de los &ngulos © entre el grupo con sin-
drome nefrético y el grupo con diferentes glomerulonefritis, son significati-
vos (o sea que se deben a la diferencia de los dafios renales), se emplea -

la t de Student, cuya férmula es (51):

5)

Para que los datos sean estadfsticamente significativos t >2.12 para 19

muestras, con 16 grados de libertad y obtener un valor de p< 0,05,
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CAPITULO 1V.

HISTORIAS CLINICAS.
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ANALISIS DE LAS HISTORIAS CLINICAS Y CORRE
LACION CON LOS DATOS DE LABORATORIO.

Para hacer un anélisis comparativo de los datos estudiados se obtuvie--
ron datos correspondientes a las historias clinicas de los pacientes y a los
estudios histopatolégicos de las biopsias respectivas:

G.Z2.M.

Edad: 2 afios 4 meses.

Sexo: masculino,

Biopsia: SINDROME NEFROTICO IDEOPATICO,. Se observa biopsia Gnicamen-
te con dilatacién de capilares. No hay aumento de la celularidad, ni hiper--
plasia mesangial. En los tGbulos hay abundante material granular eosinéfilo.
Urograffa excretora: (2-X-75): normal.

Paciente que inicia su cuadro con glomeruloesclerosis y anasarca, sien-
do internado 15 dfas después (1-X-75) presentando hipoalbuminemia, hiper-
colesterolemia, proteinuria de 400 mg/24 h, ademé&s de hematuria e hiperten
sién. Se manej6é con diuréticos y prednisona.

El segundo ingreso (26-XI-75): recae por cuadros infecciosos: gastroen-
teritis (Salmonella grupo B y E. coli ) y rinofaringitis ( C&ndida sp.); se le -
da ampicilina, penicilina, furosemide, espironolactona y prednisona, esta -
Gltima se aumenta de 35 mg/dfa a 45 mg/dfa por persistir hipoalbuminemia y
proteinuria. Se da metronidazol por giardiasis. Se da de alta sin proteinuria
y albGimina de 4.3 g%, con complemento normal y colesterol de 286 mg%.

Tercer ingreso (9-IV-76): recae clinica y quimicamente con cuadros infec

ciosos: gastroenteritis y fiebre; se inicia con esteroides en dfas alternos por
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4 semanas sin remisién, pero por haber un brote de rubéola en la sala de --
hospitalizacién, para evitar que adquiriera esta enfermedad se da de alta el
28-IV-76, disminuyéndole los esteroides a 10 g/dfa.

Cuarto ingreso (3-V-76): exacerbacién del edema, gastroenteritis, dolor
abdominal, hipertensién y moniliasis oral; mejora con ampicilina por 5 dfas
y se reinstalan los esteroides ya que el paciente no present6 rubéola, a 50
mg/dfa, presentando mejorfa a partir del 14-V-76, A partir del 2-VI-76 se -
aplican los esteroides cada 48 h, pero se observa proteinuria todavia y se -
reinstalan diariamente, afadiéndole ciclofosfamida a dosis de 2 mg/kg/dia.
El 13-VII-76 continGa con ciclofosfamida, sin edemas, con hipertensién oca
sional, quimica sanguinea normal, depuracién de creatinina de 73 ml/min. ,
albGmina sérica de 3.9 g%, examen general de orina normal, continuard con
el tratamiento por 4 meses y posteriormente se le ir& disminuyendo la dosis

paulatinamente,
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H.H.E.

Edad: 5 afios 6 meses.

Sexo: femenino,

Biopsia: SINDROME NEFROTICO LIPOIDICO, En el campo se observan 6 a 8

glomérulos, sin hiperplasia ni esclerosis; los tabulos tienen material eosi-
néfilo en la luz; se observan vasos e intersticios sin lesiones, Por inmuno-
fluorescencia se observan dep6sitos irregulares de IgM, fibrina y fibrinége-
no,

Urograffa excretora (II-76): normal.

Inicia su padecimiento en septiembre de 1975 con edemas intermitentes
en parpados y en miembros inferiores, con padecimientos infecciosos respi-
ratorios, no presenta hematuria, normotenso y nornbcomplementémico. Ini-
cia tratamiento con esteroides ( 60 mg/ metro cuadrado de superficie corpo-
ral/dfa), el 19-IV-76 se disminuye la dosis a 40 mg/dfa y cura ya un mes -
sin proteinuria. En mayo continfia con proteinuria negativa, asintomé&tica y
los esteroides se le van disminuyendo. En junio el examen general de orina

es normal (sin proteinuria). Tiene buena evolucién.
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H.R:Fs

Edad: 14 afos.

Sexo: masculino,

Biopsia: GLOMERULONEFRITIS MEMBRANO-PROLIFERATIVA, - Los fragmentos
observados contienen aproximadamente 6 glomérulos, los cuales presentan

acentuada proliferacién intracapilar de células endoteliales y mesangiales,

en 2 glomérulos se observa un importante componente de proliferacién extra
capilar. En los glomérulos hay esclerosis moderada y en la tincién de meta
nina de plata se identifica un doble contorno de la membrana basal capilar,

asf como disociacibén y un aspecto fuertemente tefiido de todas las membra-
nas basales capsulares y tubulares. El estudio de inmunofluorescencia reve
la muy escasos depésitos de IgM, IgA e IgG y dep6sitos abundantes de com
plemento en capilares y en el mesangio.

Urograffa excretora: escasa concentracién y eliminacién en relacién a la in-
suficiencia renal. Siluetas renales aumentadas de tamafio compatible con --
glomerulonefritis, Minima esplenomegalia.

Paciente masculino con evoluci6n de su padecimiento que data de 6 afios
cuyo 6rgano de ataque fué la piel (con lesiones vesiculares, costras hem&a-
ticas y cicatrices en la cara) que aunado al padecimiento renal se sospech6
de lupus eritematoso diseminado, el cual se descarté por probable porfiria,
El padecimiento renal data de 2 meses antes de su ingreso con la siguiente
sintomatologfa: hematuria, oliguria, edema e hipertensién, siendo tratado -
con antihipertensivos. Presenta anticuerpos antinucleares, células de LE, -

y VDRL negativo, factor reumatoide 1:40; IgG, IgM, IgA elevadas y comple-
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mento bajo; present6 anemia, fé6sforo alto con calcio normal e inversién de
albGmina/globulina; retencién de urea y creatinina con depuraciones bajas,
hematuria, leucocituria, urocultivo negativo y trazas de protefnas. Se inicia
tratamiento el 20-XII-75 con prednisona a 50 mg/dfa hasta el 17-V-76 en —-
que se administra cada tercer dfa por un mes, y 25 mg cada tercer dia duran
te otro mes. El 17-III-76 se le administra clorotiazida para el control de la

hipertensién.
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L.F.Rs

Edad: 10 anos.

Sexo: masculino.

Biopsia: Se realizaron dos:

8-XII-75: NEFRITIS INTERSTICIAL Y GLOMERULONEFRITIS FOCAL. - En el cam
po se observan 8 glomérulos que muestran aumento de la matriz mesangial -
focal, hay en algunos de ellos cariorrexis, &reas de necrosis fibrinoide e -
infiltrado inflamatorio mononuclear escaso en el intersticio. En la inmuno--
fluorescencia se observan dep6sitos irregulares de IgM y complemento en -
los glomérulos, y algunos depbsitos de fibrinbgeno en el intersticio.
12-1I-76: SINDROME NEFROTICO, HIPERPLASIA DE LA MATRIZ MESANGIAL -
FOCAL. - Se observan 5 glomérulos con aumento de la matriz mesangial, zo-
nas periféricas acelulares; eosinofilia en la luz de los ttibulos. Con inmuno
fluorescencia se observan depbsitos irregulares mesangiales de IgG, fibrina,
fibrinbégeno y complemento.

Urograffa excretora (1975): aumento en el tamafio de los rifiones, principal-
mente el izquierdo; pobre funcionamiento renal. Importante osteoporosis de
las estructuras expuestas.

El padecimiento actual lo inici6 un afio atr4s con edemas, siendo visto
en el Hospital Infantil de México en donde se le diagnosticé nefrosis lipoi-
dica con lesiones mfnimas. Dfas antes de su ingreso a IMAN presentaba e-
demas y se maneja con prednisona, sin presentar buena evolucién; por lo --
que se le agrega ciclofosfamida sin respuesta satisfactoria y se le hace nue

va biopsia; se le aumenta ciclofosfamida a 50 mg/dfa a partir de enero, dis
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minuyéndosela por presentar leucopenia e infecci6én de las vias respirato--
rias altas, siendo tratado con ampicilina. A partir del 25 de enero presenta
proteinuria de 1.0 g/24 h . Se le sigue administrando prednisona y ciclofos-
famida, suspendiendo esta tGltima en junio, ya que su proteinuria se encuen

tra en trazas y la prednisona se va disminuyendo paulatinamente,
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M.C.E.

Edad: 5 afios 3 meses.

Sexo: masculino,

Biopsia: GLOMERULONEFRITIS PROLIFERATIVA INTRACAPILAR, - Se observan
10 a 11 glomérulos aumentados de volumen y con aumento de la celularidad
intracapilar, ocasionando obliteracién de capilares; hay también hiperpla--
sia de la matriz mesangial; en la luz de los tGbulos hay abundante material
granular eosinofflico. La inmunofluorescencia mostr6 solamente depbsitos —
de fibrina y fibrin6égeno en los capilares.

Su padecimiento se inicia con edema hasta anasarca; el 12-XI-75 se ad-
ministra prednisona a 40 mg/dfa y furosemide; mejora clfnica y quimicamen-
te; a partir del 5-I-76 se le indica la misma dosis pero diaria debida a que
inicia cuadro gripal, recayendo clfnica y quimicamente, El 25-II-76 se le -
presenta gastroenteritis que cede expontédneamente, celulitis del malar (se
le administra oxacilina) y faringitis; el 12-III-76 se le da ampicilina y ami-
nofilina por presentar bronquitis asmatiforme. La proteinuria comienza a des
cender a partir del 9-III-76 y se administra prednisona (40 mg lunes, miér-
coles y viernes), mejorando quimicamente.

Reingresa por recafda, administrdndosele 40 mg/dfa de prednisona (11-
IV-76); es dado de alta y el 12-V-76 se aumenta la dosis de prednisona,

Reingresa por tercera vez por peritonitis primaria y recafda, con trata--
miento por 10 dfas con lincomicina y suspensién de esteroides por 10 dias,
los cuales se reinician el 9-VI-76 a 45 mg/dfa. El 21-VI-76 es visto en —-

consulta cxterna considerandose en remisién de sfndrome nefrético, y se i-
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nicia ciclofosfamida a 50 mg diarios. El 22-VII-76 presenta proteinuria de -
cero, continuando con prednisona en dosis de 45 mg/24 h, presenta buena -

evolucibn,
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M.M.C.

Edad: 5 afos.

Sexo: masculino,

Biopsia: SINDROME NEFROTICO LIPOIDICO.- Se observan lesiones glomeru-
lares minimas.

Padecimiento actual de 4 afios de evolucién ( desde 1 afio de edad), pre-
sentando edema, oliguria y decaimiento, por lo que ha estado hospitalizado
en diversas instituciones donde recibié esteroides por tiempos no especifi-
cados pero discontfnuos, y por lo tanto con exacerbaciones y remisiones. -
Se le hicieron dos biopsias en el Hospital 20 de Noviembre del ISSSTE con -
reporte de lesiones minimas glomerulares. Al ser dado de alta (12-XII-75) -
después de 13 dfas de hospitalizacién, estaba asintomético sin edema, nor-
motenso y sblo con &reas de celulitis en el dedo lo. del pié derecho A(reci--
biendo oxacilina). Recibi6é durante 40 dfas 40 mg de prednisona y posterior—
mente 60 mg alternos por un mes y 40 mg alternos por otros por otros dos pa
ra suspenderlos posteriormente. Su evolucidén es satisfactoria encontrandose
actualmente asintomético, sin edemas y sin proteinuria (2-VI-76); est& sin -
medicamentos. El examen general de orina del 2-VII-76 reporta cero de pro-

teinuria. Continia sin tratamiento.
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M.A.P,

Edad: 20 meses.

Sexo: masculino,

Biopsia: SINDROME NEFROTICO LIPOIDICO. - El examen de las laminillas -
revela cortes gruesos del parénquima renal, que muestran alteraciones irre-
gulares en los glomérulos, que consisten en aumento focal y segmentario -
de la matriz mesangial, con proliferacién focal de las células mesangiales;
los tGbulos se encuentran ocupados por material protein&ceo. Glomérulos -
con cambios minimos compatibles con nefrosis lipofdica.

Urograffa excretora: normal.

El padecimiento actual lo inici6 en agosto de 1975 con orina de aspecto
oscuro y un mes después edema palpebral e infeccién de vias aéreas supe-
riores; recibe manejo no especificado, siendo tratado posteriormente por ne
fr6logo con remisiones y exacerbaciones, Es visto en IMAN el 12-III-76 en
anasarca, con diarrea y tos concomitante, desnutricién de segundo grado -
mixto, por laboratorio y clinica se confirma el diagnéstico de sindrome ne-
frético lipofdico., Su evolucibén intrahospitalaria fué hacia la mejorfa, desa-
pareciendo el cuadro infeccioso de las vias aéreas superiores y la diarrea
(se aisl6 E. coli poli A 0111:B4 y poli B 0124:B17 y Salmonella grupo B). El
urocultivo reporté 100,000 colonias de Proteus sp. y 100,000 de Estreptoco
co gamma hemolftico, no recibiendo tratamiento; también se aislé Estrepto-
coco beta hemolitico en faringe. Para la diarrea recibi6 por 4 dfas ranamici
na.

Una vez controlados todos los procesos infecciosos se inicié predniso-
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na (14-IV-76) a 40 mg diarios; el 140. dfa se disminuye la dosis a 10 mg --

diarios. Mejora clinicamente y por exdmenes de laboratorio.
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M.P. M.
Edad: S afios 10 meses.
Sexo: masculino,
Biopsia: SINDROME NEFROTICO LIPOIDICO.- Fragmento corticomedular con
8 glomérulos aumentados de volumen, con hipercelularidad dada por hiperpla
sia mesangial minima, congestién de los capilares glomerulares, aprecidndo
se material eosinéfilo en el espacio de Bowman y en los tGbulos. No existen
lesiones en otras &reas; las tinciones especiales no muestran alteraciones.
Inicia su padecimiento desde el 1-VII-72. Su evoluci6én fué irregular, --
sin respuesta adecuada por falla en el tratamiento con medicamentos e infec
ciones interrrecurrentes: otitis, bronconeumonfa, bronquitis, gripes, diarre
as. Ha tenido ingresos previos desde 1972, siendo el Gltimo el 22-IX-75 --
por una celulitis orbitaria izquierda secundaria a una extraccién de pieza -
dentaria y manifestaciones de peritonitis primaria. Por presencia de anasar-
ca se inici6 tratamiento con prednisona y plasma fresco con mejorfa lenta -
hasta la segunda quincena de octubre con desaparici6én de edemas, del pro-
blema infeccioso y con buen estado general. Recibi6é durante un mes 45 mg
por dia de prednisona, continu&ndose con 65 mg en dfas alternos, como la
respuesta a los esteroides no era buena se le administré ciclofosfamida --
(37 mg/dfa). Fué presentando una mejorfa progresiva con disminuci6n de --
proteinuria, por lo que se le fué reduciendo la dosis de los esteroides has-
ta suspenderse en marzo los esteroides y en abril la ciclofosfamida. Ac---
tualmente estd sin medicamentos, siendo controlado con exdmenes genera-

les de orina, siendo este Gltimo de 19.5 mg% de proteinas, sin eritrocitos,
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ni cilindros. Recibié dicloxacilina en el servicio de otorrinolaringologfa el
18-IV-76 por otitis crénica superior del ofdo izquierdo, El 14-VIII-76 presen

t6 trazas de proteinuria.



MORALES PEREZ MARIANO

70|
; 60!
: - ¢ |||||I||IIII|||I|||||||||| e
z I prednisong 22
[=]
W 40T pynrn e EEE——— AL verprren

S Y e, ) B )

o 30| LR L R AR R RE N Y]
- |
]
& 700»—\/"
% 500t
w
a 300f
© 100+ .
|
& 200t
T 150
&g 100
ez I
gz S0 N
a
zZ osf
z
e 0.5
é O.4r-
o 03F
® 60}
o>
E 50}
<
w40
@
= 30

20
BN
o 5
; 4
% 3
@ 2r
5
a [
£
3 s
o 5_
< 4
g 3
Z
w 2
5 I
& 1
o ll Illl sl 13 Bhatll § 1 A

OCTUBRE NOVIEMBRE DICIEMBRE ENERO FEBRERO MARZ O ABRIL MAYO



- 60=

P.R. M,

Edad: 6 afios 5 meses.

Sexo: masculino,

Biopsia: GLOMERULOESCLEROSIS FOCAL Y SEGMENTARIA. - Biopsia renal --
con 6 glomérulos que muestran aumento de la matriz mesangial, engrosamien
to focal de la membrana basal (P.A.S. ) y en 2 glomérulos se encuentra un -
segmento hialino, con adherencias a la cépsula, se tifie de azul con el ma-
sson. Se observan vasos e intersticios sin alteraciones. Los tGbulos presen
tan material eosinéfilo en la luz y adem&s gotas de P.A.S. en el epitelio, -
La inmunofluorescencia demostr6 actmulos irregulares + a ++ segmentarios
de IgM, IgA, fibrina, fibrinégeno y complemento.

Urograffa excretora (28-IV-76): sugiere moderada nefromegalia bilateral, el
resto normal.

Inicia su padecimiento con edema en miembros inferiores y cara, reci--
bié medicacién no especificada, persistiendo con los edemas, los cuales -
progresan hasta anasarca el dfa que ingres6 a IMAN, La biopsia del 6-VI--
76 confirma el diagnéstico de glomeruloesclerosis focal y segmentaria, por
lo que se inician esteroides a 45 mg diarios durante un mes, reduciéndose
a 30 mg por dfa. Durante su estancia intrahospitalaria se encontré con die-
ta total en liquidos (600 ml), en protefnas (120 g), sodio (500 mg), y rica -
en potasio, 1600 calorfas y furosemide; logrando mejorfa clinica con dismi
nucién de los edemas. E1 7-VI-76 se encuentra sin edemas, normotenso, -
con cushing y en convalescencia de varicela sin complicaciones y se le -~
disminuye la prednisona a 30 mg por dfa. El 5-VII-76 presenta trazas de --

proteinuria y se disminuye la dosis de esteroides.
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R.B.A,

Edad: 8 afios 9 meses.

Sexo: masculino,

Biopsia: GLOMERULOESCLEROSIS FOCAL. - Se observan los glomérulos con
4reas focales de esclerosis pequeiias; hay abundante material proteico en la
luz tubular, algunos tGbulos muestran células con signos de regeneracién.
Hay un &rea con discreta fibrosis intersticial.

Inicia su padecimiento en diciembre de 1974 con edema generalizado, --
siendo tratado con penicilina por cuadros frecuentes de amigdalitis. Fué in-
ternado por primera vez el 17-XI-75 por peritonitis primaria, gastroenteritis
y desnutricién de tercer grado; siendo monitorizado radiolégicamente y por -
cirugfa, no ameritando intervenci6én quirGrgica. Recibi6é tratamiento con es-
teroides por un mes a 50 mg/dfa y otro mes a 60 mg . Debido a que no hubo
mejorfa por la persistencia de hipertensién, proteinuria y eritrocituria, y --
con el reporte de la biopsia efectuada el 30-I-76 (variedad de mal pronésti-
co), se decidi6é administrar ciclofosfamida diariamente durante un mes y pos
teriormente alterno.

Contintia con mala evolucién: hipertenso, con hematuria y proteinuria;
contintia con ciclofosfamida, con disminucién de prednisona, con furosemi-

de y se aumenté la dosis de alfa metil dopa.
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T.L.S.L.

Edad: 4 afios.

Sexo: femenino.

Biopsia: SINDROME NEFROTICO LIPOIDICO. - Se identifican aproximadamen
te 20 glomérulos, los cuales muestran en forma focal proliferacién mesan--
gial que afecta a algunos glomérulos; en los tGbulos se aprecia escaso ma-
terial protein&ceo (en el citoplasma); asf como en la luz, No hay fibrosis -
glomerular y no se aprecian cambios membranosos.

Paciente con desarrollo psicomotor alterado, con cuadros enterales fre-
cuentes y en junio de 1975 present6 varicela. Inicia su padecimiento en ene
ro del 75 con edemas progresivos hasta anasarca, siendo manejada con es-
teroides (15 a 20 mg al dfa), furosemide (15-20 mg) evolucionando con remi
siones y exacerbaciones (siempre normotensa). Del 11-V-75 al 1-VI-75 se
interna en el Hospital Infantil de México donde se maneja con prednisona y
furosemide. Reingresa del 16 al 26 de agosto de 1975, donde se le practico
biopsia renal reportdndose sindrome nefr6tico corticorresistente, continuan
do su control en forma irregular, por lo que acude a IMAN donde se interna.
Presentando peritonitis primaria, se aislé H. influenzae , por lo que se le

administré ampicilina, Como ademés estaba parasitada (H. nana, T. trichu

ra, G. lamblia ) se le da mebendazol, y metronidazol, El 3-X-75 se inicia
con metil prednisolona por 7 dfas, cambi&ndose a hidrocortisona por S dias
por exacerbacién.de la peritonitis, continuando con prednisona a 60 mg dia
rios (también se le aplicé haemacel y plasma fresco en varias ocasiones)-

con mejorfa clfnica; continuando a 80 mg diarios de prednisona por 4 dfas
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alternados con 3 dfas de descanso. No hubo buena respuesta ya que la pro-
teinuria fluctuaba entre 4 a 9 g diarios, por lo que se decide cambiar el es-
teroide a ciclofosfamida. Se disminuye la prednisona de 80 a 30 mg/48 h --
con mejoria en las cifras de proteinuria, aunque ésta persistfa (200 a 400 -
mg) y normalizacién de la albtimina y colesterol. En diciembre cursé con le-
si6én del 3er, dedo de la mano izquierda (se machuc6é con la puerta), por lo

que se le di6é antibi6ético durante 10 dfas, presentando evolucién satisfacto-
ria. Asf{ mismo present6 urocultivo positivo a Proteus (100,000 colonias) y

se le di6 14 dfas de cefalosporina, habiendo cursado siempre asintomética.
Se da de alta el 17-1I-76 asintom&tica, normotensa, sin infecci6én, con bio-
metrfa hemética normal al igual que electrolitos, y sale con ciclofosfamida

(37 mg diarios), prednisona (30 mg/48 h), hidréxido de aluminio y dieta es-
pecial. Al mes present6 infeccibn de las vias aéras superiores, por lo que -
se indica penicilina, y se disminuye la prednisona a 20 mg/48 h; continuan
do con proteinuria de 156 mg/24 h . Después de cursar un mes con predni--
sona a dosis de 20 mg/48 h se disminuye a 10 mg/48 h (12-III-76) durante -
5 semanas y se suspende (25-IV-76), ya que va evolucionando bien; la ci-

clofosfamida se suspende el 25-IV-76. Evoluciona sin edemas, el examen -
general de orina reporté s6lo 7 mg?% de proteinuria, continia asintomé&tica -

(2-VI-76).
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Z.G.H.

Edad: 2 afios 3 meses,

Sexo: masculino,

Biopsia: HIPERPLASIA MESANGIAL MINIMA, COMPATIBLE CON NEFROSIS LI-
POIDICA. - Se identifican numerosos glomérulos, la mayor parte de los cua-
les muestran cambios proliferativos intracapilares mfnimos y aumento mode-
rado de la matriz mesangial. No hay datos de esclerosis glomerular. La es-
trctura de la membrana basal estd conservada, en el intersticio se aprecian
moderados cambios inflamatorios. El examen con inmunofluorescencia reve-
la depbsitos de complemento en la luz de los tGbulos muy escasos y ocasio-
nales en el mesangio de los glomérulos. La inmunofluorescencia para IgA,
IgM e IgE es negativa.

Urograffa excretora (5-XII-75): normal.

El padecimiento actual es de 3 meses con edemas generalizados, sin --
antecedentes de mala alimentacién ni infecci6én. Acude por primera vez a --
consulta en octubre de 1975, inicidndole tratamiento con 35S mg al dia de --
prednisona. No recibe adecuadamente el medicamento extrahospitalariamen-
te y nuevamente presenta edemas, por lo que se le interna. En su interna--
miento se comprueba el diagnéstico clinica, quimicamente y por biopsia re-
nal de sindrome nefrético lipofdico. Se inicia el tratamiento con prednisona
(35 mg/dfa), con mejorfa clinica y quimica por lo que se le da de alta el 19-
XI1I-75. Durante consulta externa se le da clorosalicilamida por presentar -
hymenolepiasis. El 26-1-76 se disminuyen los esteroides a 20 mg cada ter-

cer dfa, el 7-IV-76 a 10 mg los lunes, miércoles y viernes, el 7-V-76 se --
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suspenden. Actualmente cursa sin proteinuria y sin medicamentos (7-VII-76).

El examen general de orina del 3-VIII-76 mostré 2.5 mg% de protefnas en -

orina.

NOTA. - El resumen de las historias clinicas se realizé con la ayuda de la -

doctora Ina Quevedo.
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CAPITULO V,

RESULTADOS,
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A) DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS TOTALES EN ORINA.

PACIENTE: TOMA DE MUESTRA mg% VOL. URINARIO mg/24 h
(ml/24 h)
G.Z.M. 11-XII-75 558.5 371+ 5 2,074.82
11-1V-76 1358.75 300.0 4,076.25
22-1V-76 2590.0 80,2 2,077.0
H.H.E. 26-11-76 167.0 463.6 774.21
H. R, E. 11-XTI-75 45.0 813.19 366.25
L.E.R, 11-XII-75 100.0 1018.7 1,018.7
M.C.E, 12-1IV-76 10428,0 80.0 8,342.4
M.M.C. 11-XII-75 24,0 589.8 141.5
M.A.P. 7-11-76 1488,2 258.6 3,848.48
M.P.M. 24-XI-75 50.0 508.11 254,05
11-X1I-75 70.0 759.56 531.83
PisRs M 30-1IV-76 496.6 864.0 4,290.62
R.B.A. 23-XII-75 2775 1370.3 3,802,58
9-II-76 785:7 858.1 6,742.09
1-II1-76 790.7 874.1 6,911.5
Tl S L 24-XI-75 15255 669.7 1,021,.29
11-XII-75 1750 480.35 840.61

Z2.G.H, 11-XII-75 13.5 215.0 29,02
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B) DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS SERICAS INDIVIDUALES.

MUESTRA: ALBUMINA IgG IgM
(mg%) (mg%) (mg%)
G.Z.M.1 2089.56 664,32 147,09
G.Z.M.2 426.70 99,43 192.0
G.Z.M.3 531.66 188.0 185.29
H.H.E. 698.25 477.97 469.36
H.R.E, 1906.86 3200.20 123.30
L.F.R, 1604.22 379.09 109.69
M.C.E. 1474.45 834,87 135,15
M.M.,C. \ 1944,35 161.09 144,69
M.A.P. 756.22 260.55 165.74
M.P.M.l 2896.11 700.33 174,95
M.P.M., 2794, 45 842,26 182,83
P.R. M, 641.50 285.79 234.37
R.B.A.1 787.09 598.14 130.31
R.B.A.2 ) 1547.07 311.58 86.35
R.B.A.3 1620,91 420.29 96.51
T.L.S.L.1 1944,35 500.94 182.83
T.L.S.L.z 1211.06 239,23 215.56

Z.G.H. 2033.00 881.72 190.76



=473 =

DETERMINACION CUANTITATIVA DE PROTEINAS URINARIAS INDIVIDUALES,

MUESTRA: ALBUMINA IgG IgM
(mg%) (mg% (mg%)
G.2.M., 369.7 6.81 -
G.Z.M., 811.4 22,63 - -
G.Z.M., 1408.20 78.12 -
H.H.E. 149.89 8.11 -
H.R.F. 22,39 8.51 -
LBRs 56.42 2.17 -
M.C.E. 7041.0 150.90 -
M.M.C. 15.8 0.86 -
M.A.P. 1177.24 16.54 1.4
M.P.M., 46.05 0.71 -
M.P.M., 40.64 1.33 -
P.R.M. 455.5 33.31 -
R.B.A.; 115,57 24,18 -
R.B.A., 468.22 19.11 -
R.B.A., 285.3 17.94 -
T.L.S.L., 72.89 2,35 _
T.L.8. Ly 107.6 5.13 0.83

Z2.G:H, 7.77 0.86 -
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ALBUMINA

MUESTRA: VOL. URINARIO SUERO ORINA DEPURACION
ml/min mg,/ml mg/ml mg/min ml/min
G.Z.M.:l 0.258 20.895 3.697 0.953 0.0456
G.Z.M.z 0.208 4,267 8.114 1.690 0.3961
G.Z.M.3 0.055 5.316 14,080 0.782 0.1471
H.H.E. 0.321 6.982 1.498 0.482 0.0699
H.R.F. 0.565 19.060 0.223 0.126 0.0066
L.F.R, 0.707 16.04 0.564 0.399 0.0248
M.C.E. 0.055 14,744 70.410 3.911 0.2652
M.M.C. 0.409 19,440 0.158 0.064 0.0033
M.A.P, 0.179 7.562 11.722 2,114 0.2796
M.P.NI.:l 0.352 28.96 0.46 0.162 0.0056
M.P.M.Z 0.527 27.94 0.409 0.214 0.0076
P,R.M, 0.600 6.415 4,555 273 0.4260
R.B.A.l 0.951 7.87 1,155 1.099 0.1397
R.B.A.y 0.607 15,47 4,68 2.845 0.1839
R.B.A.3 0.595 16.206 25853 1.700 0.1048
T.L.S.L.l 0.465 ©19.44 0.728 0.339 0.0174
T.L.S.L.Z 0.333 12,11 1.075 0.358 0.0296

Z.G.H. 0.149 20.33 0.077 0.011 0.0005
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INMUNOGLOBULINA G,

MUESTRA: SUERO ORINA DEPURACION % DE DEP,/
mg/ml mg/ml mg/min ml/min DEP, DE ALB.

G.Z.l\/l.1 6.643 0.068 0.017 0.0026 5.78
G.Z.M.Z 0.994 0.226 0.047 0.0474 11.96
G.Z.M.3 1.881 0.781 0.043 0.0231 15.67
H.H.E. 4,779 0.081 0.026 0.0054 7.9
H.R, T, 32.0 0.085 0.048 0.0015 22.65
LT R, 379 0.021 0.153 0.004 16.27

N CEq 8.348 1.509 0.083 0.010 3.78
M.M.C. 1.610 0.008 0.003 0.0021 65.41

M AP, 2.605 0.165 0.029 0.0114 4,07
M'P'M'l 7.00 0.007 0.0025 0.0003 6.37
M.P.M., 8.42 0.013 0.007 0.0008 10.85
P.R, M. 2,857 0.333 0.199 0.0699 16.41
I{.I-‘..A,l 5.98 0.242 0.:231 0.0384 27.53
R.B.A. 3.115 0.191 0.116 0.0372 20.40
."?..-\.3 4.202 0.179 0.106 0.0254 24,5
'l'.L.S.L.l 5. 01 0.023 0.011 0.0021 12,50

T L. S L. ., .39 0.051 0.017 0.0071 i 24,13

Z,G. 1, B, 82 0.008 0.001 0.0001 25,52
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INMUNOGLOBULINA M.

MUESTRA: SUERO ORINA DEPURACION % DE DEP./
mg,/ml mg/ml  mg/min ml/min DEP, DE ALB.
M.A.P, 1,657 0.014 0.002 0.0015 0.54

T.L.S.L., 2.15 0.008 0.0027 0.0012 4.3
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C) DETERMINACION DEL ANGULO DE SELECTIVIDAD DE PROTEINURIA,

PACIENTE: FECHA PENDIENTE ANGULO (©)
m
G.Z.M, 11-XII-75 3.33 73.3°
11-1IV-76 2.48 68.0°
22-IV-76 2.16 65.2°
H.H.E. 26-11-76 2,96 71.4°
H.R.Fs 11-XII-75 2,47 68.0°
L.F.R, 11-XII-75 2.12 64.7°
M.C.E. 12-IV-76 3.82 75.3°
M.M.C. 11-XII-75 0.49 26.5°
M.A.P. 7-11-76 1.89 62.2°
M.P. M, 24-XI1-75 3.21 72,8°
11-XII-75 2,59 69.0°
P.R.M, 30-IV-76 5.13 79.0°
R.B.A, 23-XII-75 1.5 56.4°
9-1I-76 1.65 59.0°
1-1II-76 1.86 61.8°
TelsSyle 24-XI-75 2.43 67.6°
11-XII-75 1.18 49.8°

2.G.H. 11-XII-75 1.59 58.0°



D) METODO ESTADISTICO.

MUESTRA:

M.C.E.
M.M.C.
M.A,P,
M.P.M.;
M.P.M.,
P.R.M.
R.B.A.,
R.B.A.

R.B.A.3

T.L.S.L.
1

T.L.S.L.
2

Z.G.H.

X

e

73.3°
68, 0°
65.2°
71.4°
68.0°
64.7°
75.3°
26.5°
62,2°
72,.8°
69, 0°
79.0°
56, 4°
59,0°
61.8
67.6°
49,8°

58.0°

Y

Dep. creat.

80.14
68.89
18.66
98.63
14,03
86.67
29,31
133.48
120.07
142,43
142,82
46.5
59,58
49.02
124,18
91.12
96.82

58.78
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Y,

proteinuria
24 h

2,07

4,07

0.77
0.36
1.01
8.34
0.14
3.84

0.25

3.80
6.74
6.9

1.02
0.84

0.02

%

nGmero de re-
cafdas.

3

3



SINDROME NEFROTICO LIPOIDICO

COEFICIENTE DE CORELACION.
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CAPITULO VI,

DISCUSION.
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En este trabajo decidimos determinar la selectividad de proteinuria em-
pleando 3 protefnas que abarcaran un rango grande de pesos moleculares, -
por lo que usamos: albimina (peso molecular de 67,000), IgG (peso molecu
lar de 160,000) e IgM (peso molecular de 900,000). Empleamos la técnica -
de inmunodifusién radial simple de Mancini, usando inmunoplacas comercia
les, por considerarla adecuada para nuestros propbésitos, ya que nos permi-
te cuantificar con exactitud deseada las cantidades de protefnas que anali-
zamos. No fué necesario concentrar las muestras de orina, ya que la sensi-
bilidad de las inmunoplacas comerciales era adecuada para nuestro propbsi-
to; més aln en los casos de determinacién de albfimina y de IgG urinarias -
tuvimos que dilufr algunas muestras, ya que su concentracién estaba eleva-
da,

Tomando en cuenta los valores reportados por J. Cameron y R, White -
(26) para nifios nefréticos que presentaban alta selectividad cuando © = 70°
y baja selectividad para © menor de 709 en los resultados obtenidos en es-
te trabajo debe hacerse notar lo siguiente:

Dentro del grupo de pacientes que presentaron sfndrome nefrético lipofi-
dico, algunos presentaron un &ngulc de selectividad de proteinuria que es-
t& de acuerdo con la evolucién del padecimiento, como son:

a) G.Z.M. - Present6 una disminucién de su &ngulo de selectividad (739682

y 65%, lo que indica recafda del sindrome nefrbético y esto est& de acuerdo -
con los datos clinicos y de laboratorio.

b) H.H,E,~- Su &ngulo fué de 71.4S que estd de acuerdo con la buena evolu-

cién que presentb.
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c) M.P.M.- Presentd dos &ngulos: 72.8° y 69°, que aunque se le aplic6 ci-
clofosfamida por tener recafdas, su evoluci6én fué buena.

En tanto que otros pacientes presentaron un &ngulo de selectividad que -
no est& de acuerdo con la evolucién de sus padecimientos, como son:

a) M.M.C.- Su angulo fué de 26.5°, sin embargo presenta buena evoluci6n
y cursa actualmente sin medicamentos.

b) M.A.P.- Su &ngulo fué de 62.2° tuvo buena evoluci6én, aunque presentb
hipertensibn y complemento bajo en suero.

c) T.L.S.L.- Se le determinaron dos &ngulos: 67.6°y 49.8°, Present6 buena
evolucibn, aunque tardfa, ya que se le tuvo que administrar ciclofosfamida.
d) Z.G.H.- El angulo que present6 fué de 58°y sin embargo present6 muy --
buena evolucién, pues a los 3 meses de iniciado el tratamiento con predni-
sona, la proteinuria desapareci6.

En el grupo de los pacientes con glomerulonefritis, también se observa-
ron algunos que presentaron un &ngulo de selectividad que est& de acuerdo
a su evoluci6bn, como son:

a) H.R.T.- Su &ngulo fué de 68° y tiene mal pron6stico, presenta hiperten—-
si6bn v eritrocituria, adem&s presenta urea elevada.

b) L.T.E.- Angulo de 64.7°. Por histologfa presenta mal pronéstico, aunque
de aceeruo a los datos de laboratorio va mejorando, hay la posibilidad de -
que con el tienpo tenca mala evolucibén.,

c) #.B,A.- Se le determinaron 3 &ngulos: 56,4°, 59° y 61,8°, Este paciente
presentS mala evolucidn.,

Asf mismo otros pacientes con glomerulonefritis tuvieron un angulo de -
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selectividad de proteinuria que no esta de acuerdo a la evoluci6n de su pa-
decimiento, y son:

a) M.C.E.- Angulo de 75.3°, Presenta mala evolucién por tratarse de una -
glomerulonefritis proliferativa intracapilar.

b) P.R.M. - Angulo de 79°. Mala evoluci6n por presentar glomerulonefritis
focal segmentaria.

Por otro lado es de hacerse notar que en todos los estudios realizados —
con anterjoridad a este tema, las muestras empleadas de pacientes con pro-
teinuria presentaban méas de 1 g/24 h de protefnas en orina y ninguno traba-
j6 con muestras de orina que presentaran una cantidad menor. En este traba-
jo se utilizaron muestras con menos de 1 g/24 h de proteinuria, y sin embar
go los resultados obtenidos con estas muestras no difieren de los que pre—-—
sentaban proteinuria de m&s de 1 g/24 h . Lo cual indica que probanlemente
no es necesario que se tengan muestras con proteinuria de mas de 1 g/24 h
para obtener valores 6ptimos de este &ngulo de selectividad,

Algunos autores apoyan que el angulo de selectividad no varfa ni con la
cantidad de proteinuria ni con el tiempo (23), sin embargo nosotros tuvimos
una variacién de este &ngulo en pacientes a los que se les hicieron varias —
determinaciones.

Ademas encontramos que Ginicamente dos nifios excretaban IgM en orina,
los cuales presentan lesiones minimas; resultados similares fueron reporta—
dos por M, Bardare, G.U.Cislaghi (28).

En base a la interpretacion estadistica podemos comentar:

1. - Gréficas del Coeficiente de Correlaci6én de la depuracién de creatinina -
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vs. el &ngulo de selectividad ( © ).- Para el grupo de pacientes con sindro-
me nefrético lipofdico, su grafica muestra que a mayor depuracién de crea-
tinina el &ngulo © es mayor, lo cual pudiera indicar que en los nifios nefré-
ticos con mayor selectividad de proteinuria se obtiene una depuracién méas
alta de creatinina, lo que mostrarfa una mejor evolucién, Por otro lado, la
gréfica del grupo de los pacientes con glomerulonefritis de diversos tipos,
muestra que a menor depuracién de creatinina se obtiene un &ngulo de se--
lectividad de proteinuria mayor, por lo que el &ngulo 8 no se correlaciona
con los valores de depuracién de creatinina, aunque puede suceder que a -
pesar de que la depuraci6én de creatinina disminuya, las nefronas que que-
dan sin alteracién puedan filtrar selectivamente.

2,- Gré&ficas de Coeficiente de Correlacién de la excrecibébn urinaria de pro-
tefnas (g/24 h) vs. el angulo de selectividad (© ).- Tanto en la gréfica del
grupo de pacientes con glomerulonefritis de diversos tipos como el grupo de
pacientes con sfndrome nefrético lipofdico, se observa que a mayor excre-
ci6bn de proteinuria se tiene un &ngulo de selectividad mayor, lo cual podria
indicar que la cantidad de proteinuria es independiente del &ngulo de selec-
tividad obtenido, como lo afirman otros autores (25).

3.- Gré&ficas del Coeficiente de Correlacién del nimero de recafdas vs,. el
&ngulo de selectividad © .- De estas gré&ficas se puede observar, que en -
ambos grupos, el ntmero de recaidas no depende del &ngulo de selectividad,
porque en el sfndrome nefrético la imagen histolégica no cambia, ya que si
hay lesiones minimas aunque haya varias recafdas no se agudizan las lesio

nes,
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Al aplicar la férmula t de Student se observa que el &4ngulo © no depen-
dé de la severidad del dafio renal segfin los estudios histolégicos, ya que
el valor de t que obtuvimos (0,145) es menor del valor t 2 2,12, estadfsti-
camente significativos,

Por lo que se concluye que no hay correlacién del &ngulo de selectivi-
dad (8 ) con la severidad del dafio renal segtn los estudios histol6gicos,

ni con otros datos de tipo clinico, ni con los datos de laboratorio.
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RESUMEN,

Se estudiaron 12 pacientes pedidtricos con sfndrome nefré6tico por medio
de biopsia renal, quimica sangufnea y depuracién de protefnas urinarias, la
cual se hizo por el método de inmunodifusién radial simple de Mancini. Se
traté de correlacionar la evoluci6n clinica y los hallazgos histopatolégicos
de la biopsia renal con el &ngulo © de la depuracién de protefnas. Los ha-
llazgos de este trabajo muestran que este &ngulo de selectividad de protei-
nuria no correlaciond con los datos clinicos y de laboratorio, ni con la ima-
gen histopatol6gica de los pacientes estudiados. M&s aGin, parece ser que
llegamos .a las mismas conclusiones que R, Barcelo y V.E, Pollak (3'1). No
se encontré explicacién alguna para esta falta de correlacién, pero parece

ser que problemas similares han sido encontrados por otros autores (28).
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CONCLUSION,

A partir de nuestros resultados podemos conclufr que no parece de gran
ayuda el determinar el angulo de selectividad de proteinurié (©) enlos pa
cientes con dafios renales, en base a que resultara Gtil para el pron6éstico
del padecimiento, ni tampoco para pronosticar la respuesta a esteroides en
estos pacientes, ya que estadisticamente probamos que este &ngulo de se-
lectividad no correlacioné con los datos clinicos, ni con los de laboratorio,

ni con la imagen histolégica.
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